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Leishmania (Leishmania) infantum em 0rgaos do sistema reprodutivo de cies

domiciliados no municipio de Timon, Maranhao

RESUMO

Leishmaniose Visceral (LV) ¢ uma doenca parasitaria causada pelo protozoario da espécie
Leishmania (L.) infantum sendo transmitida, principalmente, por vetores flebotomineos. Nos
centros urbanos das Américas o cdo ¢ considerado o principal reservatorio doméstico da
doenca e de acordo com a literatura, as formas de transmissao sexual e vertical t€ém sido
consideradas cada vez mais provaveis nessa espécie animal. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a prevaléncia de LV e a presenca de Leishmania infantum nos 6rgaos genitais de caes
domiciliados no municipio de Timon, Maranhdo. Esse trabalho foi autorizado pelo
CEUA/UFPI sob o numero de protocolo 755/2022 e realizado no periodo de dezembro de
2022 a agosto de 2023. Foram coletados sangue, aspirado de medula e de linfonodos popliteos
de 34 caes, sendo 15 fémeas e 19 machos adultos que foram atendidos na Unidade de
Vigilancia em Zoonoses (UVZ) de Timon. Vinte e quatro eram sem raga definida (SRD). Em
todos os animais foi realizado o teste sorologico de ELISA® (Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay, Kit EIE LV Canina Bio-Manguinhos), além do parasitologico de
medula por meio de esfregago e cultura em meio NNN enriquecido com meio Schneider’s
para a pesquisa do protozodrio. Posteriormente, foram colhidos material da vagina e preptcio,
e realizadas orquiectomia nos caes e ovariohisterectomia nas cadelas, para a retirada do
complexo testiculo-epididimo (CTE) e ttero, respectivamente. Adicionalmente, foi realizada a
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) convencional e quantitativa (QPCR) da medula e dos
orgaos genitais supracitados. Dos 34 animais avaliados, 16 (47,0%) foram positivos para LV
no ELISA, demonstrando uma alta soroprevaléncia da doenga em caes de Timon, durante o
periodo do estudo. Dos testes parasitologicos e moleculares realizados, 15 (44,1%) caes
apresentaram o protozoario no esfregaco de medula; destes 11 (32,3%) na cultura e 10
(29,4%) no qPCR de medula, confirmando a presen¢a de Leishmania nestes animais.
Conforme o teste de McNemar’s empregado, caes positivos para LV no exame parasitoldgico
de esfregaco de medula tem uma razdo de chance (OR) de 87,5% de também serem positivos
no PCR. Com relagdo ao encontro do parasito nos orgaos do sistema reprodutivo, 02 cadelas
(5,9%) apresentaram positividade no swab vaginal e 02 cdes no prepucial. Quatorze animais
(41,2%) confirmaram a presencga do protozoario por meio do qPCR nos CTE e utero, sendo
09 machos e 05 fémeas, corroborando com a literatura que revela um maior tropismo de
Leishmania infantum para os Orgdos genitais de machos caninos infectados. Portanto, ¢
importante associar testes parasitoldgicos e moleculares para o diagnostico da doenca em caes
domiciliados em areas endémicas, destacando, ainda, que a técnica de qPCR ¢ uma excelente
ferramenta para detectar a presenga do DNA do parasito em Orgdos genitais de cdes e cadelas
com LV, ajudando a elucidar o ciclo epidemiolédgico da doenga, servindo de alerta e vigilancia
para a possibilidade de transmissdo sexual e vertical nessa espécie animal.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; Orgdos genitais; Caninos.



Leishmania (Leishmania) infantum in the reproductive organs of dogs living in the city of
Timon, Maranhao

ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL) is a parasitic disease caused by the protozoan species
Leishmania (L.) infantum, primarily transmitted by sandfly vectors. In urban centers in the
Americas, dogs are considered the main domestic reservoir of the disease, and according to
the literature, sexual and vertical transmission routes have increasingly been considered likely
in this animal species. The aim of this study was to evaluate the prevalence of VL and the
presence of Leishmania infantum in the genital organs of dogs living in the city of Timon,
Maranhdo. This study was authorized by the Ethics Committee for the Use of Animals
(CEUA/UFPI) under protocol number 755/2022 and was conducted from December 2022 to
August 2023. Blood, bone marrow aspirates, and popliteal lymph node samples were
collected from 34 dogs, including 15 females and 19 adult males, all of which had been
treated at the Zoonosis Surveillance Unit (UVZ) in Timon. Twenty-four of the dogs were
mixed-breed. All animals underwent the ELISA® (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,
Bio-Manguinhos Canine EIE LV Kit) serological test, as well as bone marrow parasitological
tests using smears and culture in NNN medium enriched with Schneider's medium to identify
the protozoan. Subsequently, vaginal and preputial samples were collected, and orchiectomies
were performed on the male dogs and ovariohysterectomies on the female dogs to remove the
testicular-epididymal complex (TEC) and uterus, respectively. Additionally, conventional
(PCR) and quantitative (qQPCR) reactions were carried out on the bone marrow and the above-
mentioned genital organs. Of the 34 animals evaluated, 16 (47.0%) were positive for VL in
the ELISA test, indicating a high seroprevalence of the disease in dogs from Timon during the
study period. Of the parasitological and molecular tests performed, 15 (44.1%) dogs showed
the protozoan in the bone marrow smear; of these, 11 (32.3%) were positive in culture, and 10
(29.4%) were positive in qPCR of bone marrow, confirming the presence of Leishmania in
these animals. According to the McNemar test, dogs that were positive for VL in the bone
marrow smear had an odds ratio (OR) of 87.5% of also being positive in the PCR test.
Regarding the detection of the parasite in the reproductive organs, 2 female dogs (5.9%) were
positive in the vaginal swab, and 2 male dogs were positive in the preputial swab. Fourteen
animals (41.2%) confirmed the presence of the protozoan through qPCR in the TEC and
uterus, with 9 males and 5 females, supporting the literature that suggests a higher tropism of
Leishmania infantum for the genital organs of infected male dogs. Therefore, it is important to
combine parasitological and molecular tests for diagnosing the disease in dogs living in
endemic areas. Additionally, the qPCR technique proves to be an excellent tool for detecting
the presence of the parasite's DNA in the genital organs of dogs and bitches with VL, helping
to clarify the epidemiological cycle of the disease and raising awareness of the potential for
sexual and vertical transmission in this animal species.

Keywords: Visceral leishmaniasis; Genitals; Canines.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenga parasitaria, conhecida popularmente como
calazar. Essa enfermidade ¢ uma zoonose, cronica, grave e de alta letalidade para o homem.
Apresenta uma maior prevaléncia em regioes tropicais, sendo endémica em mais de 70 paises,
com mais de 95% dos casos notificados no Brasil (Brasil, 2020; OPAS, 2021).

Estudos demonstram a correlagdo entre a distribui¢ao espacial de caes soropositivos e
a ocorréncia de casos humanos, o que refor¢a a importancia do cdo como reservatorio para
infec¢cdes humanas (Margonari et al., 2006; Machado et al., 2007), contribuindo com grande
relevancia no exercicio da clinica médica veterinaria ¢ humana, e consequentemente, no
contexto da saude publica.

Nas Américas, o agente etioldgico da infec¢do € o protozoario da espécie Leishmania
(Leishmania) infantum, responsavel por parasitar humanos e animais. A LV ¢ uma
enfermidade vetorial, cujo vetor ¢ um inseto flebotomineo que exerce um papel muito
importante no ciclo de vida do parasito (Bates, 2008). Esse hospedeiro ¢ um invertebrado
diptero hemat6fago pertencente a familia Psychodidae, sendo que no Brasil duas espécies sao
descritas: Lutzomyia longipalpis e Lu. cruzi, esta ultima ¢ encontrada na regido Centro-Oeste
(Borges et al., 2017; Brasil, 2020).

Além da transmissdo vetorial, existem relatos na literatura sobre a transmissdo na
auséncia desse vetor, podendo ocorrer a transmissao da infec¢do em humanos por meio de
agulhas compartilhadas (Cruz et al., 2002; Molina et al., 2013), transfusdo de sangue (Dey;
Singh, 2006; Franca et al., 2018), transmissao sexual e vertical (Low; Cooke, 1926; Symmers,
1960; Meinecke et al., 1999; Turchetti et al., 2014).

Em caes, a forma de transmissao sexual tem sido considerada provavel (Silva et al.,
2008; Benites et al., 2011), com relatos da presenca do DNA do protozoario no sémen e
esmegma de animais infectados (Diniz et al., 2005; Silva et al., 2014). Além disso, processos
inflamatérios pré-existentes podem recrutar macrofagos contendo Leishmania, podendo
causar epididimite, orquite e degeneracao testicular, consequentemente, reduzindo a qualidade
espermatica de machos caninos (Diniz et al., 2005; Melo Evangelista et al., 2020).

Em fémeas, Silva et al. (2008) identificaram o DNA do protozodario no utero, ovario,
tubas uterinas, vagina e vulva de cadelas, sendo estes ultimos Orgdos genitais os mais
parasitados por Leishmania em cadelas (Boechat et al., 2016; Oliveira et al., 2016a). Portanto,
a presenga do parasito nos oOrgdos do sistema genital desses animais ja foi comprovada,

pontuando a importancia da transmissdo sexual e vertical também na espécie canina.



Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo avaliar a prevaléncia de LV e a
presenca de Leishmania (L.) infantum nos 6rgaos do sistema reprodutivo de caes e cadelas

domiciliados no municipio de Timon-MA, Brasil.

2. REVISAO DE LITERATURA

Aspectos gerais da Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral (LV) representa uma enfermidade endémica em cinco
continentes, com incidéncia em humanos documentada em cerca de 75 paises situados em
regides de clima tropical e subtropical. Estima-se que a incidéncia anual da patologia varie de
200.000 a 400.000 novos casos. Tais estatisticas sdo subestimadas devido a auséncia de
obrigatoriedade de notificacdo da condicdo em grande parte dos paises afetados, somada a
falta de vigilancia e investigagdes sistematicas, assim como a caréncia de um sistema
adequado de armazenamento de dados (Marcondes; Rossi, 2013; OPAS, 2021).

No Brasil, Leishmania (L.) chagasi, também conhecida como Leishmania (L.)
infantum € o agente etioldgico associado a LV, sendo transmitida principalmente pela picada
de fémeas hematdfagas da espécie Lutzomyia longipalpis, um inseto de significativa
importancia epidemiologica (Figura 1). Essa relacdo simbionte-patdgeno desempenha um
importante papel na dindmica de transmissdo e na distribuicdo geografica da doenga,
constituindo uma area de pesquisa de grande relevancia para o entendimento mais profundo
dos mecanismos de patogenicidade e interagdes hospedeiro-vetor (Viotto, 2018).

A transmissdo da LV ocorre principalmente durante o repasto sanguineo de insetos
vetores infectados em regides endémicas. Durante a picada, promastigotas do protozodario que
ficam nas glandulas salivares do inseto sdo regurgitadas na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado, como caes e humanos, onde se multiplicam, se desenvolvem em amastigotas e
causam a infeccdo sistémica caracteristica da doenga (Kamhawi, 2006). Esse ciclo de
transmissao bioldgica € essencial para a manuten¢do da doenca em areas endémicas e esta

sujeito a fatores ambientais, climaticos e de ecologia do vetor.



Figura 1. Adultos de Lutzomyia longipalpis (mosquito-palha).

Fonte: Cadernos Técnicos de Veterinaria e Zootecnia da UFMG.

Atlas de Parasitologia Veterinaria, 2019.

Conforme os dados analisados do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo
(SINAN), a distribui¢cdo de LV no Brasil, no periodo de 2007 a 2020, revelou uma dinamica
complexa e variavel, sendo evidenciados mais de 48.000 casos da doenca, com uma
incidéncia média de 25,53 casos por 100.000 habitantes, com destaque para municipios nas
regides Norte ¢ Nordeste, onde a incidéncia superou 50 casos por 100.000 habitantes. O
indice composto de leishmaniose visceral (ICLV), calculado pelo SINAN, indicou um
aumento na classificacdo de municipios como de baixo risco de transmissdo, enquanto o
nimero de cidades com maior risco (muito intenso) aumentou ao longo do periodo.
Notavelmente, a regido de fronteira entre Maranhdo, Tocantins e Pard, juntamente com o
estado do Ceara, emergiram como areas de alta incidéncia e risco significativo, destacando-se

na distribui¢do espacial da doenga (Nina et al., 2023).



Figura 2. Representagdo esquematica de avaliacdo do indice composto de leishmaniose

visceral no Brasil no periodo de 2007 a 2020.
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Fonte: Nina et al., 2023.

A LV ¢ uma doenca de carater zoondtico, que significa que ela pode ser transmitida
entre animais vertebrados e seres humanos. Os cdes sdo considerados os principais
reservatorios de Leishmania infantum em areas urbanas e periurbanas, desempenhando um
papel crucial na transmissdo da doenga para o homem. O ciclo zoonético da doenga contribui
para a complexidade da sua epidemiologia, exigindo estratégias de controle que visem nao
apenas os seres humanos infectados, mas também os animais domésticos que podem atuar

como reservatorios da infecgdo (Souza et al., 2019).

Leishmaniose Visceral Canina

A LV ¢é uma zoonose prevalente no Brasil. E causada pelo protozoario da espécie
Leishmania (L.) infantum, pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. O
vetor ¢ representado por insetos dipteros hematofagos da familia Psychodidae, cujas espécies
Lutzomyia longipalpis e Lu. cruzi ocorrem no Brasil (Borges et al., 2017; Nogueira et al.,
2021).

A incidéncia crescente da doenga no pais aponta sobre a importancia dos caes no
ciclo de transmissdo, considerados os principais reservatdrios domésticos do parasito. A
presenca de um elevado parasitismo cutdneo nos caes favorece a infeccdo do flebotomineo,

contribuindo para a disseminacao da enfermidade (Nina et al., 2023).



No ciclo evolutivo do protozoario, o vetor se infecta quando faz repasto sanguineo
em um animal ou homem infectado, ingerindo as formas amastigotas presentes na derme
destes hospedeiros e transmite regurgitando as formas promastigotas metaciclicas para outro
hospedeiro (Kamhawi, 2006).

Dentro do sistema digestivo do inseto, as formas amastigotas se desenvolvem em
promastigotas entre 24 a 48 horas ap6s a ingestdo. As promastigotas se reproduzem e migram
para o esOfago e faringe (Figura 3). Durante o proximo repasto sanguineo elas sdo
regurgitadas e penetram na derme do hospedeiro vertebrado (Kamhawi, 2006). Quando o
hospedeiro vertebrado ¢ infectado pelas promastigotas, estas sdo fagocitadas por macrofagos e
se transformam em amastigotas (Figura 4).

Dentro dos macrofagos, as amastigotas se desenvolvem e se reproduzem, onde
conseguem romper os macrofagos, sendo liberadas no meio extracelular e sdo, entdo,
novamente fagocitadas por outros macréfagos (Handman; Bullen, 2002; Neves, 2016). A
transmissdo da doenga para os hospedeiros vertebrados geralmente ocorre por transmissao
vetorial (Marcondes; Rossi, 2013), porém na auséncia do vetor ja foi relatada a transmissao

sexual e vertical em humanos (Dahal et al., 2021; Turchetti et al., 2014).

Figura 3. Formas promastigotas do protozoario Leishmania (L.) infantum provenientes de

meio de cultivo, coradas com Giemsa, objetiva de 100x.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.



Figura 4. Formas amastigotas do protozoario Leishmania (L.) infantum infectando células do

sistema fagocitico monocuclear de um cao, coradas com giemsa, objetiva de 100x.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

A transmissao placentaria de LV em humanos ¢ um fendmeno pouco comum, porém
documentada em casos pontuais. Embora a principal via de transmissdo seja por meio da
picada de flebotomineos infectados, ha evidéncias de que a infeccdo também possa ser
transmitida durante a gravidez. Esse processo ocorre quando amastigotas de Leishmania
presentes na corrente sanguinea da mae atravessam a placenta e infectam o feto em
desenvolvimento. A transmissdo placentaria de LV ndo ¢ tdo comum quanto a transmissao
vetorial, mas a sua ocorréncia ¢ uma preocupagdo em areas endémicas. Os mecanismos exatos
pelos quais a infeccdo ¢ transmitida da mae para o feto ainda ndo sdo totalmente
compreendidos, mas acredita-se que estejam relacionados com a presenca de parasitos na
circulacao sanguinea materna (Figura 5). A transmissdo placentaria destaca a importancia da
vigilancia obstétrica em regides endémicas e a necessidade de mais pesquisas para
compreender melhor essa via de transmissdo e desenvolver estratégias de prevengdo

adequadas (Berger et al., 2017).
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Figura 5. Esquema representativo da transmissao de LV por via vertical (placentéria).
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Fonte: Adaptado de Berger et al., 2017.

A maioria dos caes infectados com LV ndo desenvolvem uma resposta imunolédgica

protetora, resultando em sinais clinicos variados, geralmente de natureza sist€émica, indicando

um curso cronico da doenga. Estes animais infectados podem apresentar sinais clinicos como

lesdes cutaneas (pelos sem brilho, alopecia, eczema, descamagdo, ulceras de pele, nodulos

subcutaneos), apatia, perda de peso, emagrecimento, palidez das mucosas, febre irregular,

edema, diarreia, coriza, oftalmopatias, onigogrifose, hepatoesplenomegalia, dentre outros

(Lima; Santana, 2022) (Figura 6).



Figura 6. Caes diagnosticados com LV apresentando sintomatologia clinica de blefarite,

onicogrifose e ulceragdes cutaneas tipicas.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Amastigotas de Leishmania infantum podem ficar distribuidas em diversos tecidos de
caes (Tafuri et al., 2004), fazendo com que o animal apresente sinais clinicos atipicos. Dentre
estes, podem ser observadas alteragdes neurologicas (Giannuzzi et al., 2017), nefropatias
(Wilson et al., 2017), cardiopatias e pneumopatias (Alves et al., 2010), bem como o
envolvimento do sistema genital (Melo Evangelista et al., 2019; 2022). Machos caninos
infectados podem desenvolver lesdes nos o6rgdos reprodutivos e apresentar amastigotas de
Leishmania principalmente no prepucio, glande, epididimo e testiculos (Diniz et al., 2005;
Silva et al., 2021).

O diagnostico de LV canina pode ser realizado por meio de exames especificos que
detectam a presenca do protozoario no sangue, pele, linfonodos € medula do animal (Omitte
et al., 2023). Assim, recomenda-se combinar os achados clinico-epidemiologicos com os
exames sorologicos, parasitologicos, histopatolégicos, imuno-histoquimicos (IMIQ) e reagao
em cadeia pela polimerase (PCR) para informar com precisdo e precocidade o diagnostico da

doenca (Figura 7).



Figura 7. Sinais clinicos e/ou alteracdes clinico patoldgicas compativeis com leishmaniose

visceral canina.
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Fonte: LeishVet, 2024.

Alteracoes seminais e estruturais dos 6rgaos do sistema reprodutivo de cies com LV

O envolvimento das caracteristicas seminais e do sistema reprodutivo de cdes com
LV tem sido relatado com pouca frequéncia. Pesquisam relacionam uma maior quantidade de
formas amastigotas de Leishmania infantum a uma maior quantidade de lesdes inflamatorias
no testiculo, fato que pode favorecer ao quadro de degeneracdo testicular (Diniz et al., 2005)
e, como consequéncia, podem alterar a qualidade espermatica.

Segundo Labat et al. (2010), em animais com quadro clinico severo da doenca ¢
possivel observar diminuicdo do volume do ejaculado e decréscimo da concentracio
espermatica, durante oito coletas semanais. Estes autores afirmam que houve redugdo
continua da motilidade retilinea e progressiva nas ultimas semanas de coleta. Além disso, em
estagios mais avangados da doenca, foi possivel observar mais alteragdes espermaticas com a
porcentagem de defeitos totais de aproximadamente 96%. As patologias espermaticas mais
frequentemente encontradas nos cdes com LV deste trabalho foram cauda fortemente dobrada
(defeito maior) e cauda enrolada (defeito menor), corroborando com as alteragdes observadas

no trabalho de Melo Evangelista et al. (2020).



Labat et al. (2010) também observaram a presencga de hiperproteinemia nos animais
soropositivos, tanto em estdgio moderado como mais avangado da doenca, principalmente
quando comparados com o grupo-controle, resultados similares aos de Campino et al. (2000),
em que os animais apresentaram diminuicdo do numero de leucocitos, plaquetas e a
quantidade de proteinas séricas totais foi elevada, com inversdo em relacdo a albumina-
globulina quando comparada com os resultados do grupo-controle.

Correia (2015) revelou que animais diagnosticados com LV apresentam
hiperviscosidade sanguinea geralmente associada com a hiperproteinemia e
hipergamaglobulinemia. Podendo também ocorrer proteinuria, que seria consequéncia de
alteracdes e lesdes a nivel glomerular e tubular.

Caes naturalmente infectados por Leishmania infantum normalmente ndo apresentam
alteracdes macroscopicas nos testiculos, porém na histologia possuem lesdes e algumas vezes
sdo caracterizadas por processos inflamatorios intersticiais agudos e subagudos com atrofia
degenerativa do epitélio seminifero (Diniz et al. 2005; Melo Evangelista et al., 2019).

Boechat et al. (2020) e Manna et al. (2012) descreveram lesdes testiculares e
epididimarias em caes naturalmente infectados com LV e distribuidos em grupos conforme a
intensidade da doenga. Esses autores verificaram reagdo inflamatdria intersticial composta por
macrofagos, plasmocitos e linfocitos associada a presenca de amastigotas intralesionais, sendo
que as lesdes mais graves foram observadas nos animais com doenga clinica mais avangada.
Também foram observados infiltrado inflamatério com alteracdes degenerativas nas células
tubulares testiculares e epididimarias e fibrose intersticial.

Hé relatos na literatura afirmando sobre a presenga de amastigotas de Leishmania
(L.) infantum na glande do pénis de um cdo com tumor venéreo transmissivel (TVT), com
reacdo inflamatdria e predominio de macrofagos infectados (Marino et al., 2012; Trevizan et
al., 2012), sendo importante investigar o protozoario na ocorréncia de nédulos nestes animais,
principalmente nos que vivem em areas endémicas.

Diniz et al. (2005) observaram reacdo inflamatoria histioplasmocitaria. Esse tipo de
lesdo estava associado com uma dermatite granulomatosa, erosdo e ulceragdo, somado com a
presenca de macréfagos parasitados no prepucio. Os cades apresentaram epididimite,
balanopostite e, em menor frequéncia, orquite. No trabalho de Melo Evangelista et al. (2019),
os autores verificaram que os animais infectados tiveram maior tendéncia a apresentar orquite
em relagdo aos animais controle e, além disso, os cdes sintomaticos apresentaram inflamagao

testicular mais intensa (Figura 8).



Quanto maior a frequéncia e a intensidade das reacdes inflamatorias nos 6rgaos,
mais perceptiveis serdo as manifestagdes clinicas de LV apresentadas pelos animais, assim
como a carga parasitaria encontrada nos o6rgaos. A quantidade de amastigotas de Leishmania
infantum presentes nos testiculos atuam como fator preponderante da resposta inflamatéria e a

degeneracdo testicular possivelmente ¢ uma consequéncia deste processo inflamatorio (Diniz

et al., 2005).

Figura 8. Histopatologia de testiculo de um cdo diagnosticado com LV, mostrando

degeneragdo e atrofia do epitélio seminifero.

Fonte: Melo Evangelista et al., 2019.

A imunomarcacdo de amastigotas de Leishmania infantum nos macrofagos
testiculares de caes sorologicamente positivos foi ratificada com a presenga de um infiltrado
inflamatoério linfohistiocitario, caracterizando uma resposta imune local (Diniz et al., 2005).
Também tem sido encontrado infiltrado inflamatério linfohistiocitico no epididimo de caes,
além de fibrose com adelgagamento do epitélio e azoospermia, ressaltando maior quantidade
de amastigotas de Leishmania em testiculos e epididimos (Carvalho Junior et al., 2017).

Amastigotas desse protozodrio no epididimo de caes (Figura 9) altera o perfil

leucocitario, ocorrendo maior migragdo de macrofagos, neutrofilos e linfocitos para o lumen



do 6rgdo, indicando uma resposta imune mais retardataria, corroborando com casos cronicos €

elevada parasitemia (Benites et al., 2011).

Figura 9. Imunohistoquimica de epididimo de um cado diagnosticado com LV, mostrando
infiltrado linfoplasmocitario e células infectadas por amastigotas de Leishmania infantum

(coradas em marrom, seta).
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Fonte: Turchetti et al., 2014.

A transmissdo sexual de LV tem sido relatada em cdes machos sexualmente maduros,
com a detec¢do do protozodrio no esmegma e s€émen, avaliados por meio da técnica de PCR
(Silva et al., 2009; Silva et al., 2014).

Mesmo com poucos relatos na literatura, dados confirmam a existéncia de lesdes
genitais e a presenca de Leishmania nestes 6rgaos em cdes com LV, frisando o potencial para
transmissdo sexual da doenga nessa espécie animal. Portanto, ¢ importante investigar melhor a
presenga do parasito € a carga parasitaria nos Orgdos reprodutivos de cdes e cadelas

naturalmente infectados, principalmente daqueles que vivem em areas endémicas para LV.



3. METODOLOGIA

Essa pesquisa foi realizada de dezembro de 2022 a agosto de 2023, onde foram
selecionados 34 caes aleatoriamente, provenientes de atendimentos realizados na Unidade de
Vigilancia em Zoonoses (UVZ) do municipio de Timon-Maranhao, Brasil. A pesquisa foi
autorizada pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Piaui
(CEUA/UFPI) sob o nuimero de protocolo 755/2022. As técnicas de diagnostico e as
castragdes dos animais deste trabalho foram realizadas no Nucleo Integrado de Morfologia e
Pesquisas com Células-Tronco da Universidade Federal do Piaui (NUPCelt/UFPI).

3.1 Exame clinico dos animais

Como critério de inclusdo foram selecionados cdes acima de seis meses de idade,
independente da raca e do sexo, atendidos na UVZ de Timon e como critérios de exclusao,
foram retirados desta pesquisa cdes com secregdes, tumores, miiases € quaisquer lesdes
expostas e visiveis nos 6rgaos genitais.

Todos os animais passaram por anamnese ¢ exame clinico. Eles foram avaliados de
acordo com o estado geral, estado nutricional (escore corporal), pelagem, se tinha ou nio a
presenca de ectoparasitos, presenga ou auséncia de lesdes na face (orelhas, focinho e labios),
se havia areas de alopecia e lesdes de pele (dermatites), e presenga ou auséncia de alteragdes
oftalmicas (blefarite, conjuntivite e/ou ceratoconjutivite, uveite). Esses parametros foram
avaliados em uma escala de 0 (zero) a 5 (cinco), onde O - indicou auséncia e 5 - presenca em
grande quantidade. Também foram observadas as mucosas oral e ocular, e avaliagdo do
tamanho dos linfonodos, principalmente os submandibulares e popliteos (se normais ou
aumentados de tamanho - reativos). Foram coletados materiais por meio de swab do prepucio
dos machos e da vulva/vagina das fémeas.

3.2 Coleta das amostras

Para a coleta do material bioldgico, realizada na UVZ de Timon-MA, os cdes foram
contidos com auxilio de focinheira e em seguida foram submetidos a tricotomia e assepsia
com alcool 70% na regido toracica, para assegurar a realizacao do aspirado de medula d6ssea
através da puncao na crista do esterno. Foram utilizadas seringas de 20 mL e agulha 18 G para
a puncdo medular. Foi realizado também o aspirado de linfonodos popliteos reativos,
utilizando seringa de 10 mL e agulha 21 G, e, ainda, coleta de sangue da veia cefalica para a
realizagdo dos testes soroldgicos e parasitologicos. Esse material foi avaliado por meio de
esfregaco direto para a pesquisa de amastigotas de Leishmania infantum e para a cultura em

meio NNN enriquecido com meio Shnneider’s, com a finalidade de desenvolvimento de



promastigotas e, adicionalmente, foram encaminhados para a realizacdo da Reacdo em Cadeia
pela Polimerase (PCR) convencional e quantitativo.

ApoOs as avaliagdes e diagnosticos prévios de LV, os tutores foram orientados a
levarem seus animais para o NUPCelt/UFPI para a realizagdo da orquiectomia (machos) ou
ovariohisterectomia (fémeas). Nos machos, foram retirados os complexos testiculos-
epididimos (CTEs) e nas fémeas, fragmentos do utero e ovario também foram retirados e
levados para avaliagao.

Os testes soroldgicos (TRDPP® e ensaio imunoenzimatico - ELISA) e parasitologicos
dos cdes objeto deste estudo, assim como a pesquisa e a identificagdo do DNA de Leishmania
(L.) infantum por PCR no esmegma prepucial, na citologia vaginal e nos 6rgdos do sistema

reprodutivo destes animais foram realizados no NUPCelt/UFPI.

3.3 Processamento das amostras

As laminas de esfregaco direto do aspirado de medula 6ssea e dos linfonos reativos
foram fixadas em metanol e coradas com giemsa para a pesquisa de amastigotas de
Leishmania infantum e a leitura foi realizada sob microscopio Optico, na objetiva de 100x.

Os meios de cultura foram colocados na B.O.D. e avaliados em cinco leituras, no 3°,
5°,7°, 9° e 12° dias ap6s a coleta e semeadura do material. Das culturas foram retirados 20uL,
colocados em laminas com laminulas, levados ao microscopio Optico e observados na objetiva
de 40x para a pesquisa de formas promastigotas de Leishmania infantum.

Para extragdo do DNA foi utilizado o kit da Ludwing 1820-02, seguindo as
recomendacdes do fabricante para cada tipo de amostra. A quantidade de DNA foi
determinada utilizando espectrofotometro NanodropTM 2000/2000c¢ (Thermo Scientific).
Ap0s a extragdo, o DNA foi identificado com as etiquetas especificas e mantido a temperatura
de -20 °C em caixa devidamente identificada.

Antes de iniciar a reagdo, foi realizada a limpeza da cabine de PCR, das micropipetas e
das caixas de ponteiras com alcool 70% e deixados em luz UV por 20 a 30 minutos. Em
seguida, foi realizada a preparagdo dos reagentes para o0 PCR convencional e em tempo real
(qPCR), com as preparacdes das dilui¢des da curva padrao fazendo uma diluigdo seriada de
cultura de Leishmania contendo: 1x10°, 1x10% 1x103, 1x10% 1x10' parasitos/uL. Apds a
preparacdo da curva padrao, foi realizada a preparacdo do mix (master mix + ensaio (sonda e
primers) do qPCR. Em cada placa de amplificagdao foram utilizados controles positivos DNA
de L. infantum e negativos (Agua ultra pura) e o limiar basal de fluorescéncia para

determinagao do ciclo de quantifica¢ao (Cq) ou threshold fixado em 0,1.



3.4 Realizac¢ao das castracoes

Fémeas e machos caninos foram submetidos as medica¢des pré-anestésicas com
protocolo de acepromazina (0,02 mg/kg), midazolam (0,3 mg/kg), tramadol (4,0 mg/kg),
cetamina (10,0 mg/kg) IM, seguido de bloqueio local com lidocaina SC (4,0 mg/kg) na linha
de incisdo pré escotal e indugdo com propofol (5Smg/kg) IV, aplicado gradualmente de acordo
com a resposta individual de cada animal. A manuten¢do com anestesia de acordo com a
dose-resposta foi realizada com isofluorano .

Apo6s quinze minutos da aplicacdo dos farmacos, os animais foram encaminhados
para a sala pré-cirurgica para o estabelecimento do acesso venoso, tricotomia na regido
cirargica e, posteriormente, direcionados para a sala cirargica. As mensuragdes de frequéncias
cardiaca (FC) e respiratoria (FR), temperatura corporal (T°C), tempo de reperfusdo capilar
(TRC) foram realizadas antes da aplicagao dos farmacos anestésicos (MO0) e imediatamente
apds o procedimento anestésico (M1). MO: o paciente ainda respondia ao estimulo de dor
superficial por apreensdo da prega interdigital com pinga de dissec¢do anatdmica e M1: o
animal j4 estava em plano anestésico.

A ovariohisterectomia (OH) foi realizada nas cadelas com a incisdo pela linha média
ventral e apo6s a exposi¢ao do utero foram realizadas as ligaduras nos pediculos ovarianos com
fio nylon 2.0 e da cérvice uterina, sintese poOs ligadura, retirando assim todo o oOrgdo
reprodutivo da fémea (Fossum et al., 2021).

A orquiectomia dos caes foi realizada pelo acesso pré-escrotal, expondo o testiculo
direito e esquerdo, sintese na tunica dartos e na fascia espermatica, expondo o testiculo
envolvido pela tinica vaginal parietal. Localizado entdo o corddo espermatico, este foi ligado
com fio inabsorvivel nylon 2.0 e exérese do 6érgao reprodutor do macho (Fossum et al., 2021).

Os 6rgdos genitais dos caes foram armazenados em meio RPMI e acondicionados em
freezer -20°C para posterior analise por PCR convencional e quantitativo (qQPCR) no
Laboratorio de Biologia Molecular do NUPCelt/UFPI.

3.5 Analise estatistica

Os resultados foram analisados de forma quantitativa, comparando as técnicas de

diagnostico parasitologico do aspirado de medula, PCR e qPCR tanto de medula como dos

orgaos genitais dos caes empregando o teste de McNemar's.



4. RESULTADOS

Foram avaliados 34 animais durante o periodo da pesquisa, sendo 15 fémeas e¢ 19
machos. Vinte e quatro cdes (70,6%) eram sem raca definida (SRD), dois eram da raga
American Pit Bull Terrier, dois Pinscher e, ainda, um representante de cada uma dessas racas:
Poodle, Rottweiler, Yorkshire, Shih Tzu, Pastor Alemao ¢ Weimaraner.

Dos animais avaliados, 16 (47,0%) foram positivos para LV no teste soroldgico de
ELISA, demonstrando uma alta soroprevaléncia da doenca em caes domiciliados no
municipio de Timon, Maranhdo. No exame parasitologico do aspirado de medula, 15 animais
(44,1%) foram positivos para Leishmania infantum, destes 11 (32,3%) foram positivos na
cultura e 10 (29,4%) no exame molecular qPCR de medula 6ssea, confirmando a presenca de
Leishmania infantum nestes animais.

Todos os animais positivos no ELISA e no parasitologico apresentaram pelo menos
um sinal clinico sugestivo da doenga. A principal manifestagdo clinica apresentada por estes
animais foi a linfadenomegalia (76,5%), seguida de onicogrifose (58,8%) e alguma lesao
dermatoldgica e/ou alopecia, incluindo lesdes na face (feridas no focinho e/ou ponta de
orelhas) (47,0%). Alteragdes oftadlmicas também foram observadas, principalmente blefarite e
conjuntivite. Vale destacar a presenca de ectoparasitos na metade dos animais deste estudo,

especialmente carrapatos.

Figura 20. Grafico dos principais sinais clinicos observados nos animais positivos para

leishmaniose visceral.
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Fonte: Elaborado pela autora,2023



Figura 11. Prancha com as principais manifestagdes clinicas observadas nos animais. A e B:

onicogrifose; C: ectoparasitos; D, E e F: lesdes dermatologicas; G: ferida em ponta de orelha;

H: lesdao dermatologica ulcerada na pata; I: blefarite/uveite.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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Com relagdo ao encontro do parasito nos 6rgdos do sistema reprodutivo, 14 animais
(41,2%) confirmaram a presenga do DNA do protozoario por meio do qPCR, sendo 09
machos e 05 fémeas.

De acordo com o teste de McNemar's empregado, caes positivos para LV no exame
parasitoldgico de esfregaco direto de medula tiveram uma razao de chance (OR) de 87,5% de
também apresentarem positividade no qPCR de medula. Fémeas caninas positivas para
Leishmania infantum no parasitologico de medula demonstraram uma OR de 50% também
positivarem no qPCR de ttero e no caso de caes machos positivos no parasitologico de
medula, a OR foi maior que 1, ou seja, a positividade destes animais para Leishmania
infantum no qPCR dos CTEs foi maior do que a probabilidade esperada. As figuras abaixo

mostram estes resultados.

Figura 12. Total de caes positivos e negativos para LV no parasitologico e qPCR de aspirado

de medula dos 34 animais avaliados, de acordo com o teste de McNemar’s empregado.
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Fonte: Elaborado pela autora,2023



Figura 13. Total de caes positivos e negativos para LV no parasitolégico de aspirado de

medula e qPCR dos CTEs dos 19 machos avaliados, de acordo com o teste de McNemar's

empregado.
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Fonte: Elaborado pela autora,2023

Figura 14. Total de cadelas positivas e negativas para LV no parasitoldgico de aspirado de

medula e qPCR dos uteros das 15 fémeas avaliadas, de acordo com o teste de McNemar's

empregado.
FEMEAS
8=
mm PCR+
. =31 PCR-
4—
i} l
0- T |
PP PN

Fonte: Elaborado pela autora,2023

Nesta pesquisa, foi possivel observar positividade para Leishmania infantum também

por meio da técnica qPCR no material coletado do swab vaginal de duas cadelas e do swab



prepucial de dois cdes, sendo que uma fémea e um macho também apresentaram positividade
em seus Orgdos genitais, e estes animais foram positivos em todas as técnicas de diagnostico
realizadas neste estudo. Sendo assim, eles podem servir como fonte de infecgdo para outros
hospedeiros, principalmente outros caes, tanto pela transmissao vetorial como por via sexual

por contato direto com a mucosa genital.

5. DISCUSSAO

A cidade de Timon-MA faz fronteira com Teresina, capital do Piaui, estando separadas
pelo rio Parnaiba e ambos os municipios sdo considerados areas endémicas para a LV canina
(Batista et al., 2021; Lima et al., 2024; Rebélo et al., 1999). Em Timon, foi possivel observar
uma prevaléncia de quase 50% nos caes avaliados nesta pesquisa, confirmando a presenca de
Leishmania infantum por meio de esfregaco direto e PCR de medula 6ssea.

Vale ressaltar que os animais eram sintomaticos, apresentando pelo menos um sinal
clinico sugestivo da enfermidade, razdo pelo qual os tutores procuraram atendimento
veterinario. Esse resultado comprova a ocorréncia da infecgdo em caes domiciliados no
municipio em questao e a manutenc¢ao do ciclo do parasito naquela area, revelando, ainda, que
estes achados refletem apenas os dados de animais que foram atendidos pela UVZ de Timon
durante o primeiro semestre do ano de 2023, servindo de alerta e vigilancia para a doenca
naquela localidade e populagao.

O estado do Maranhdo liderou o numero de casos de LV em humanos no Brasil nos
ultimos anos, com a capital Sdo Luis e os municipios de Caxias e Imperatriz apresentando o
maior numero de casos (Milhomem, 2023; Sousa, 2022; Soares et al., 2023). A cidade de
Timon carece de dados publicados da doenga tanto em humanos quanto em caninos.

Estudos sobre LV em cdes normalmente estdo relacionados aos inquéritos
soroepidemiologicos dos centros de controle de zoonoses de algumas cidades do pais
(Menegatti et al., 2020; Melo et al., 2021; Soares et al., 2023). Esses desencontros de dados
entre LV humana e LV canina se deve ao fato de ndo haver um sistema de notificagdo para
essa doenga em caes, como ocorre em humanos, bem como a realizagdo de testes sorologicos
como forma de confirmacdo da doenga em caninos, prejudicando a consisténcia de dados de
LV nessa espécie animal. Até a realizacdo dessa pesquisa, 0 municipio de Timon apresentava
apenas prevaléncia de LV em humanos (Sousa, 2022) e nenhum resultado registrado de
prevaléncia de LV canina.

Com relagdo a raga, a maioria (70,6%%) dos caes infectados eram SRD. Esse

resultado também € o mais frequentemente relatado na literatura (Gongalves, 2014; Menegatti



et al., 2020; Melo et al., 2021). Possivelmente por se tratar de uma raga mais associada aos
tutores com menor poder aquisitivo, que residem em éareas com infraestrutura sanitaria e
saneamento basico precarios, locais mais propicios ao desenvolvimento do inseto vetor (Melo
et al., 2021). Ressalta-se, ainda, que todos os animais foram atendidos na UVZ de Timon,
uma instituicdo publica que presta servigo veterinario gratuito a populacao local.

Quanto aos sinais clinicos manifestados pelos animais, foi possivel observar que a
linfadenomegalia foi o sinal mais frequente, corroborando com uma pesquisa realizada em
Parnaiba-PI (Melo et al., 2021), que avaliou a prevaléncia de LV em caes durante o periodo de
2015 a 2018. Outros autores de um trabalho realizado no Maranhdo também consideraram
esse sinal clinico um dos mais relatados em caes (Milhomem, 2023), bem como em outra
pesquisa realizada no Sudeste do Brasil (Costa et al., 2024).

Vale frisar que a metade dos animais deste estudo possuiam ectoparasitos no momento
da avaliacdo fisica, especialmente carrapatos, no entanto outras enfermidades transmitidas por
estes vetores nao foram exploradas. Pesquisas tem relacionado alguns fatores associados a alta
soroprevaléncia de LV canina em areas endémicas do Nordeste com altas infestacdes de
carrapatos (Bernardino et al., 2020), mostrando a necessidade de investigar melhor o papel
destes artropodes na epidemiologia dessa enfermidade.

Dos 15 (44,1%) animais positivos para LV no exame parasitologico do esfregago de
aspirado de medula o6ssea, 11 (32,3%) também foram positivos na cultura e 10 (29,4%) no
qPCR de medula. O método parasitologico ¢ uma ferramenta bastante confidvel para
diagnosticar LV, apresentando 100% de especificidade. Porém sua sensibilidade varia
conforme o grau de parasitismo, o tipo de material bioldgico coletado, seu processamento, a
coloragdo e a habilidade do observador, que realiza a observacdo direta das formas
amastigotas do parasito em esfregacos de linfonodos, medula dssea, lesdes de pele, aspirado
esplénico, bidpsia hepatica e até esfregagos sanguineos (Laurenti, 2009). A técnica de PCR
vem demonstrando uma boa concordidncia com os métodos parasitologicos empregados
(Silva, 2009).

Neste trabalho, além da observagdo de formas amastigotas do parasito no esfregaco do
aspirado de medula, também foram visualizadas as formas promastigotas por meio de cultura.
Essa técnica vem sendo bastante empregada para os casos de LV em cdes com resultados
satisfatorios (Silva, 2009), contudo pode haver contaminagdo do material ao longo das
leituras. Nas amostras dos caes dessa pesquisa, quatro sofreram contaminac¢do por fungos, o

que impediu a conclusdo do diagndstico por esta técnica.



Nos 6rgdos reprodutivos dos animais estudados, confirmou-se a presenca do DNA do
protozoario por meio da técnica de qPCR em 14 (41,2%) animais, sendo 09 machos e 05
fémeas, ratificando um maior tropismo de Leishmania infantum para os Orgaos genitais
masculinos (Diniz et al., 2005; Oliveira et al., 2016b; Silva et al., 2008). Nos tltimos anos,
houve um aumento significativo de estudos com relagdo ao modo de transmissdo de
Leishmania infantum por via sexual em caes, revelando descobertas da presenca de
amastigotas do protozoario nos 6rgaos reprodutivos tanto de machos quanto de fémeas
(Boechat et al., 2016; 2021). Pesquisas também confirmaram amastigotas de Leishmania nas
secrecOes vaginais de cadelas infectadas, principalmente ndo castradas (Magro et al., 2017).

A presenca de DNA de L. infantum em testiculos de cdes ou tutero de cadelas pode
demonstrar a importancia da transmissao sexual e vertical de LV nessa espécie animal. Nas
fémeas, a infec¢do uterina, mesmo sem lesdes aparentes, pode sugerir que a transmissao
vertical seja uma via que merega mais aten¢do dos pesquisadores, especialmente em animais

de areas endémicas, como € o caso de Timon.

6. CONCLUSAO

Concluiu-se que ¢ importante a associagdo de técnicas de diagnostico parasitologico e
molecular para a confirmacdo de LV em cdes domiciliados em areas endémicas, a exemplo do
municipio de Timon, destacando, ainda, que a técnica de qPCR ¢ uma excelente ferramenta
para detectar a presenga do DNA do parasito na mucosa da vagina, do preptcio, no CTE e
utero de caninos com LV, ajudando a elucidar o ciclo epidemiologico da doenga, servindo de

alerta e vigilancia para a possibilidade de transmissao sexual e vertical nessa espécie animal.

7. CONSIDERACOES FINAIS

A leishmaniose visceral ¢ uma zoonose de suma importancia para saude publica. Com
o avanco dos estudos, varias descobertas estao sendo descritas, principalmente com relacao as
técnicas de diagnostico para avaliar a presenga do parasito em diferentes 6rgdos dos animais.
Com este estudo, foi possivel obter resultados sobre o0 qPCR, que ¢ um relevante método de
diagnostico molecular para detectar o DNA do parasito em varios tecidos, como em 6rgaos
genitais de caes e cadelas com LV. Novas pesquisas devem ser realizadas na regido Nordeste,
principalmente no estado do Maranhdo e circunvizinhos, que atualmente sao considerados os
locais com maior nimero de casos de LV em humanos no pais, onde possivelmente o cdo ¢ o

principal reservatdrio animal nessa regido.
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